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　　　　　Rat　liver　ligandin　was　puri丘ed　to　homogeneity　by　TEAE－cellulose，　Sephadex　G－75　and　QAE
Sephadex　A－50　chromatography　and　consisted　of　equal　amounts　of　two　subunits　of　22，000（Ya）and
25，000（Yb）daltons．　Ya　and　Yb　were　also　purified　to　homogeneity　by　the　method　of　preparative
SDS－polyacrylamide　gel　electrophoresis　in　a　Tris－glycine　discontinuous　buffer　system．　Amin．o　acid
analysis　of　Ya，　Yb　and　liver　ligandin　reveal．ed　that　the　two　subunits　awere　closely　related　except
that　most　of　the　cysteine　residues　of　ligandin　were　on　Yb．　Ya　and　Yb　had　immunological　reactivity
with　liver　ligandin．
　　　　　The　relative　proportion　of　subunit　Ya　increased　when　liver　Iigandin　was　stored　at－20℃for　a
long　time．　The　Ya　homodimer　was　purified　by　Thiol－Sepharose　af五nity　and　QAE　Sephadex　A－50
chromatσgraphy．　More　than　95％of　testicular　ligandin　consisted　of　Yb　and　was　used　for　functional
studies　aS　a　Yb　homodimer．
　　　　　Ya　and　Yb　homodimer　had　glutathione　S－transferase　specific　activities　similar　to　those　of
native　lエgandir1．
　　　　　Circular　dichroism　spectra　showed　that　YaYa　and　YaYb　had　high　a伍nity　bilirubin　binding
sites　but　that　YbYb　had　only　low　a伍nity　binding　sites．　In　the　heterodimeric，　Ya　preferentially
bound　35S－BSP　covalently　after　incubation　and　ultraviolet　irradiation．　Although　glutathione　S－trans－
ferase　activity　w．as　associated　with　each　subunit　of　ligandin，　the　high　af壬血ity　binding　capacity　of　the
protein　was　associated　with　Ya．　　　　　　　（Received　May　13，1981　and　accepted　June　lO，1981）
1　緒 言
　Ligandinは肝臓空腸のnon－goblet細胞，腎の近
位尿細管細胞，卵巣，精巣などの臓器に分布し｝．｝鮒肝
では可溶性蛋白分画の5％，腎，小腸では2％と比較的
多量に含まれている等電点pl　8．8－9．1を示す塩基性蛋
白であるき）5＞Ligandinの機能としてはbilirubin，　ICG，
BSPなどの色素類およびsteroid，甲状腺ホルモンなど
の外因性，内因性有機陰イオンと結合し，諸物質の細
胞内摂取，輸送を司どるとされている？〉η
　　また最近ligandinがglutathione　S－transferase　B
（GSH　S－T’ase）活性を有することが報告され§）
mercapturic　acidとして最終的に胆汁中，尿中に排泄
される化合物のglutathione抱合に関与し，肝における
解毒酵素群の1つ．として注目されている．．
　　さらに近年とくにazodye　carcinogeng）や3－Inethylc－
holanthrane’o｝と共有結合する．ことから，これら化学発
癌物質の輸送，解毒にはたら．く可能性についても検討
がなされている．このよう．な多数の機能に応じて，本
蛋白は各々organic　anion　binding　Protein（Y一蛋
白），cortis．ol　metabolite　binding　protein，　carc－
inogen　binding　proteinなどと呼称されていたが，．1971己
年Ketterer，　Litwack，　Ariasらによってこれら．が同一
の蛋白であることが確認され，ヒ喫ligandin”と総称．され
るに至っ．た｝1｝
　従来ligandinは分子量46，000を示す一種類の．
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subunit，分子量23，000のhomodimer構造を有する
とされていたが1｝12｝13）14）1976年Listowsky　et　ali5）16）セこ
よりラット肝ligandinが2つの異なった分子量をもつ
subunitから成ることが報告され，それ以来この蛋白の
もつ多数の機能と構造との関係に多くの関心が寄せら
れてきた．本研究ではIiganidnの異なったsubunitを
各々抽出．し，・各subunitの生化学的，免疫学的性質の
相違，有機陰イオン結合能，GSH　S－T’ase活性の有
無につき検討したので報告する．
2　実験方法
2・1　実験動物
　体重200－3009のSpraque－Dowley系雄ラットを標
準食で飼育し，実験に使用した．
2・2実験方法
　2・2・1L、igandinの精製法
　（1）ラット肝ligandinの精製法
　肝ligandinの精製はKirsh　et　aしの方法に準じた
（Fig．1）．すなわち，　Spraque－Dowley系雄ラットを軽
度のether麻酔下において断定，肝を損傷することなく
腹腔内より摘出し，肝重量を計測した．その後摘出肝
の肝患部より冷生理食塩水を注射器を用いて注入し，か
ん流脱黙した．総肝重量の3倍量の0．25Msucrose
を含む0．01Msodium　phosphate　buffer，　pH　7．5を
加え，肝をハサミを使用して細片とした後，Teflon
一glass電動式homogenizer（Arthur　H．　Thomas
Co． にてhomogenizeした．肝homogenateは
Serva11高富遠心器を用いて10，000×g，4℃，30分間
遠沈し，最上層のlipidおよび最下層の核，不溶性物質
を含む部分も除く中間層を分離集収した後，さらに
105，000×9，4℃，2時間の超遠沈をBeckman
Spinco　model　L　ultracentrifuge（Beckman　Co．）
を用い実施した．これによって得られた半透明の上清
を肝の可溶性分画とし，以下のligandin精製に用いた．
肝可溶性分画を0．01MTrisHCI　buffer，　pH　8．8中
で4℃，24時間透析した後，ultra創tration　mem－
brane　PM　10（AMICON　Co．）を用いて加圧濃縮した
後，あらかじめ同buκerで平衡化したTEAE－cellulose
（Whatman社製）column（5×20　cm）にapplyして
中性および酸性蛋白を吸着，除去した．このcolumnを
通過したligandinを含む分画は後述するGSH　S
－T’ase活性により，その存在を確認し，収集した後，
再びultra且ltration　membrane　PM　10にて加圧濃縮
し，10％glycerinを含む0．01　M　sodium　phosphate
buffer，　pH　7．4中で透析した．その後，低速遠沈にて
沈澱物を除去し，上清をSephadex　G－75
（Pharmacia社町）column（2．5×200　cm）を用いゲ
ル濾過を実施し，ligandinを含むpeakをGSH　S
－T’ase活性にて確認し，それらの分画を濃縮後，0．01
MTrisHCI　buffer，　pH　8．8中で透析した．最後にご
tiSSUeS　（liVer　Or　teStiS）
　　↓
homogenate　in　O．01　M　sodium　phosphat　bu仔er，　pH　7．4（buffer　A）containing　O．25
Msucrose
　　↓
centrifugation（10，000×g，4℃，30　min）
　　↓
supematant
　　↓
ultracentrifugation（105，000×g，4℃，2hr）
　　↓
supernatant　（tissue　soluble　fraction）
　　↓
TEAE　cellulose　column　chromatography（equilibrated　and　eluted　with　O．01　M
TrisHCI　buffer，　pH　8．8（buffer　B）
　　↓
gel五ltration　on　Sephadex　G－75　column（equilibrated　and　eluted　with　buffer　A
containing　10％　glycerol）
　　↓
QAE　Sephadex　A－50　column　chromatography（equiIibrated　and　eluted　with
buffer　B）
　　↓
Iigandin
　　　　　　　Fig．1　The　method　for　purification　of　ligandin．
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の試料をあらかじめ同bufferで調整したQAE　Seph－
adex　A－50（Pharmacia）column（2．5×15　cm）に
apPlyし，　void　volumeに出現するpeakを精製liga－
ndinとした．
　（2＞ラット精巣ligandinの精製法
　精巣ligandinの精製は凍結状態の精巣より被膜を除
去し，総精巣重量の3倍量の0．25Msucroseを含む
0．01Msodium　phosphate　bu∬er，　pH　7．4を加え，
4℃でhomogenateを作成した後，肝と同様の操作法で
行った．
　2・2・2Ligandinのsubunitの分析的電気泳動法
　（1）　SDS－polyacrylamide　gel　electrophoresis
（SDS－PAGE）
　Maizel　et　al．の方法17）に準じ0．1コ口DS－Tris
－glycine　discontinuous　buffer　systemでslab　gel装
置を用いて実施した．試料は20－100μgとなる様に調
整し，2％SDS，20　mM　2－mercaptoethanol，20％
glycerin，0．2％phenol　red（SIGMA社製）を含む
0．0625MTrisHCI　buffer，　pH　6．8と等量に混合し，
100℃，3分間water　bath中で処理した．調整用gel
は0．1％SDSを含む0．0625　M　TrisHCI　buffer，
pH　6．8で3％polyacrylamide　gelとした．分離用
gelは0．1％SDSを含む0．2MTrisHCI　buffer．
pH　8．8中でpolyacrylamide，10．5％に調整し，
TEMD，　ammonium　persulfateをそれぞれ0．025％，
0．03％となる様に加え，gel化させて用いた．目的によ
り適時polyacrylamideは10，11，15％も使用した。
電極槽bufferは0．1％SDSを終濃度に含む0．005　M
Tris－glycine　buffer，　pH　8．8を用い，電気泳動は1
slab　gel当り，30　mA，175　V，室温で約2時間半
行った．Gelの固定・染色は0．2％Coomassie　brill－
iant　blue　R－250（BIO－RAD），20％methanol，
10％acetic　acid中で60～120分間行い，脱色は10％
acetic　acid，20％methanol中で行った．
　（2）2次元gel電気泳動法
　以下の3法を使用した．
　a）　1次的，2次元電気泳動ともにSDS－PAGEを用
いる方法；第1次元の電気泳動にはpolyacrylamide
が10．5％となる円柱ge1（内径5mm）を用い，0．1％
SDSを含むTris－glycine　buffer　system17）で行った．
Cylinderより取り出したgelは調整用gel　3％，分離用
gel　10．5％，厚さ5mmに調整された第2次元用slab
gel陰極側に泳動方向に対し水平におき，0．1％SDSを
含む1％agaroseで固定し，（1）と同様の条件を用い電
気泳動を実施した．
　b）　1次元電気泳動をacid　urea　gel　electrophore－
sis，2次元電気泳動をSDS－PAGEとする方法；第1
次元の電気泳動はPanyim　et　al．の方法18）に準じ，0．9
Nacetic　acidに8Mureaを含む15％polyacry－
lamide　gel中で0．9Nacetic　acidを泳動用bufferと
して円柱gel（内径5mm）を用い，20　mA／tube　lO時
間室温で泳動した．ガラス円柱より取り出したge1を
1％SDS，10　mA　2－mercaptoethanol中で70℃，10
分間処理した後，第2次元のSDS－PAGEへapPlyし，
（1）と同様の条件にて電気泳動を実施した．
　c）　1次元電気泳動をゲル等電点分画，2次元電気
泳動をSDS－PAGEとする方法；ゲル等電点分画法は
Righetti　et　alの方法19）に準じて行った．2％Ampho－
line（pH　7－10，　LKB社製），8Mureaを含む6％
polyacrylamideを内径5mmのガラス円柱中で
TEMED，　a㎜onium　persulfateが0．07％，0．01％
となる様に加え，9cmのgelを作製する．試料は蛋白
量20－30μg／10％sucrose／tube／20μ1となるように調
整し，gel上にapplyした．さらに試料の上に5％
sucrose，40μ1を静かに重層し，電極槽bufferとして
陰極側（上槽）に0．02NNaOH，陽極側（脳槽）に0．01
Mphosphoric　acidを使用し，40　V，4℃にて18時間
電気泳動を行った．等電点分画後のgelは6）と同様の
方法で処理した後，第2次元電気泳動のSDS－PAGE
を（1）と同様の方法で行った．
　2・2・3Subunitの抽出と分析
匝（1）Preparative　SDS－PAGEによる各subunitの
分離抽出法Tris－glycine　buffer　systemによるSDS
－PAGEをslab　gel装置を用い，10．5％或いは11％
polyacrylamideにて前述の如く実施した．　Marker色
素として用いたphenol　redがgel下端より電気泳動槽
に遊出した時点で電気泳動を止め，gelの一部を垂直に
切り，蛋白染色を行い，subunitの存在を確認し，未染
色のslab　gelの対応する部分を細切し，　gel　sliceを採
取した．その後各subunitのgel　sliceをTeHon－glass
homogenizerを用いて蒸留水中でhomogenizeした後，
105，000×g，4℃，1時間超遠沈し，その上清を大量の
蒸留水により透析し，VIRTIS社製真空凍結乾燥機に
てlyophilizeし，蛋白質を抽出した．各subunitの純
度はSDS－PAGEにより各々単一bandに泳動されるこ
とにより確認した．
　（2）各subunitのアミノ酸分析法20）
　分析に供される各試料は50－100μgとなるように調
整し，glass　ampleに入れ，終濃度6Nとなる様にHCl
を加えた．Ampleはvacuum下でバスバーナーにてそ
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の先端を加熱溶解封せんした後，110℃，18時間，加水
分解を行った．
　そめ後，glass　ampleの先端を切断し，加熱一冷却
vacuumにてHC1を蒸発させ，　Technicon　TSM
amino　acid分析器によりアミノ酸分析を行った．通常
加水分解によりcysteineは一部cystic　acidに転換す
るが，cysteineとして記載され，　methionineは一部
methionine　sulfateと変化するがmethionineとして記
載される．
　（3）各subunitの抗原性に関する検討法
　精製した各subunitの抗原性に関する検討は抗うット
肝ligandin抗体（ヒツジ血清IgG分画）を用い，
Ouchterlony法11）免疫拡散定量法22）により行った．免
疫電気泳動23）は0．02Msodium　barbital　buffer，
pH　8．2を含む1％agarose中で同bufferを電極液と
し，50mA，2時間泳動した後，中央のtrou帥に抗
うット肝ligandin抗体を加え，4QC，24時間incubate
し反応をみた．
　2・2・4　長期保存肝1igandinの分析的検討
　（1）Thio1－Sepharose　a伍nity　column　chromato－
graphyによる方法
　Ligandin，5mgを0．01　M　sodium　phosphate
buffer，　pH　7．4に溶解し，同bufFerで洗條，平衡化し
たThio1－Sepharose　4　B（Pharmacia上製）co1㎜n
（1×10cm）にapPlyし，2m1／hrの流出速度にて溶出
し，1m1／tubeに分画採取した。吸光度（0．D．280　nm）
測定でもはや蛋白質が溶出されないことを確認した後，
columnに吸着した蛋白質を20　mM　cysteineを含む同
bufferにより溶出を行った。
　（2）QAE　Sephadex　A－50　column　chromato－
graphyによる方法
　QAE　Sephadex　A－50を0．01　M　TrisHCI　bu廷er，
pH　g．1中にて膨潤し，1．5×20　cmのcol田nnを作製
し，これに同buffer中で透析したligandin，3mgを
apPlyし，流出速度10　m〃hr，0．5m1／tubeの割合で
溶出し，蛋白質を吸光度（0．D．280　nm）で測定し，採
取した．
　2・2・5肝，精巣ligandinとsubunit　dimerの酵素
　　　　活性と色素結合能の検討法
　（1）　Glutathione　S－transferase　B（GSH　S
－T’ase）活性の測定法
　肝，精巣1igandinの各精製過程および精製蛋白
（ligandinおよびそのsubunitのhomodimer）のGSH
S－T’ase活性の検討はBhargava　et　a1．24）の方法に準じ
て実施した．基質として1．3mM　1－chloro－2，4－dini一
trobenzene（CDNB）および2．5mM還元型glut－
athione（GSH，　SIGMA二三）を用い，それらを含む
1m1の0．1Msodium　phosphate　buffer，　pH　6．5中
に0．002－0．05m1の試料を加え，素速く覚はんした後，
25℃での吸光度変化を0．D，343　nmにて測定した．
Folin－Lowry法25｝による試料の蛋白濃度とより，
μmole／min／mg　proteinの単位として計算した．
　（2）Ligandinおよびsubunit　dimerのbilirubin結
合能に関するcircular　dichroismによる検討法
　Bilirubinの1igandinとそのsubunitに対する親和性
の測定にはListowsky，　Kamisaka　et　al．26）27）の方法に
準じ circular　dichroism法による分析を行った．実
験は室温で行い，計測には幅1cmのセルを用い，この
セルにligandinあるいは精製されたsubunit（500－1，000
μ9／mZ）に0．02　M　bilirubinを少量ずつ加えてゆくこ
とによりbilirubinと蛋白質が結合する様子を350　nmよ
り550nmまで吸光度変化による円旋光としてCary
model　60　spectrophotometer　with　6001　circular
dichroisln　attachmentを用いて記録した。
　（3）35S－BSPとligandinの糸吉合に関する検討法
　Photoa缶nity　linkageを実施した38）すなわち
Iigandin，1nanomolarを含む0．01　M　sodium
phosphate　buffer　pH　7．4中ケこligandinの0．001倍か
ら100倍の数段階の濃度の35S－BSPを加え，二二器を
使用しながら，ultraviolet　raysを4℃，10分間照射
し，photoa伍nity　linkageを行った．その後混合物を
5％trichloroacetic　acidで沈澱させSDS－PAGEを行
い，gelを染色，脱色した後，　auto且uorographyによ
る分析を実施した．これはSDS－PAGE後のgelを染
色，脱色後，dimethylsulfoxide（Me　2　SO）中で3
時間，20％2．5－diphenyloxazole（PPO）を含むMe　2
SOで3時間処理した後，流水中で18時間洗浄し，1％
91ycero1中に1間浸した．次にgelを濾紙上におきBIO
－RAD　 el　dryerで60℃，陰圧下で乾燥させた後，半
感光させたKodak　film上に重ね，密閉した後，一600
Cで5－15日間反応させ，現像，定着を行った．Gelの
放射活性の計測には脱色後のgelをgel　slicerで2mm
間隔に切断し，glass　vialに各sliceを移し，30％H2－
02を0．6m1ずつ加え，70℃，5時間放置した後，10
m1のAquasol（New　England　nuclear　Co．）を
scintilation　Huidとして加えた．
　計測はlntertechnique　liquid　scintilation　counter
（model　SL　40，　Intertechnique，　Dover，　NJ）を用い
て行った．
　（4）BSPと共有結合したligandinの等電点分画法に
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よる検討法
　Wolko仔et　al．の方法28）で作製したBSP－agarose
column（1．5×15　cm，0．01　M　sodium　phosphate
buffer．，　pH　7．4にて調整）にphotolinkageさせた35S
－BSP－ligandin複合体，肝Iigandin，　free－35S－BSP
の混合物をapPlyし，同bufferで10　m〃hrで溶出し
0．5m1／tubeずつ分画採取した．
　ColuInnに吸着されない成分を吸光度（0．D．280
㎜），35S一放射活性，抗ligandin抗体を用いて検討し，
放射活性およびligandinを含む分画を採取し，凍結乾
燥により濃縮した．Columnより35S一放射活性，蛋白質
が溶出されなくなるまで溶出した後，pHを9．2に調整
した0．01Msodium　phosphate　bufferでcolumnに
吸着した成分を溶出し分画採取した．
　先に凍結乾燥した35S一放射活性を含むligandin分画
に対し，2・2・2・（1）によるSDS－PAGE法，2・2・2（2）c）
と同様の方法でpH　7－10のcarrier　Ampholine（LKB
三省）を用いゲル等電点分画法を実施した．等電点分
画後のgelのpH測定にはgel　slicerセこて5mmの長さ
に切断し，H202，1m1を加え，　Ampholineの溶出を
計った後，Beckman　Expandomatic　SS－2，pH
meterを用いpHの測定を行った．
　Gelの蛋白染色にはReghettiの方法19》を用いた．
3　実験成績
　3・1・1ラット肝ligandinの精製
　Fig．2はラット肝Iigandinの各精製過程における
Tris－glycine　discontinuous　buffer　system（0．1％
SDS）によるSDS－PAGE所見である．精製法の概略
（Fig．1）に示した各段階，すなわち左よリラット肝
105，000×9上清，TEAE－cellulose　colu㎜溶出後の
分画，Sephadex　G－75ゲル濾過後の分画，　QAE
Sephadex　A－50　chromatography後の分画の所見を
示している．Sephadex　G－75によるゲル濾過では主に
3つのpeakを得た．その第2のpeakにGSH　S－T’ase
活性，ligandinとしての免疫学的反応が認められ，　SDS
－PAGE所見ではFig．2に示す如く分子量22，000と
25，000とさらに55，000にbandが認められた．　QAE
Sephadex　A－50　chropmatography後の所見ではこの
高分子量の不純物は除去され，2本のbandのみが認め
られた．このように精製された肝ligand三nはSDS
－PAGE上2本のほぼ等量に存在するbandとして観察
され以後本実験ではsubunit　Ya（M．W．22，000），
subunit　Yb（M．W．25，000）と呼称する．本精製方法
による肝上清よりのligandinのrecoverryは7％であっ
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Hg．2　SDS－PAGE　of　liver　ligandin　at　various　sta－
　　　ges　of　purification．
　　A：liver　105，000×g　supernatant，　B：the　frac－
　　tion　after　TEAE－cellulose　chromatography，　C：
　　the　fraction　after　Sephadex　G－75　gel　filtration，
　　D：the　fraction　after　QAE　Sephadex　A－50
　　chromatography（puri丘ed　ligandin，　M．　W．22，000
　　（Ya），25，000（Yb））．
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Fig．3　SDS－PAGE　of　testicular　ligandin　at　various
　　　stages　of　puri且cation．
　　A：testicular　cytosol，　B：the　fraction　after
　　TEAE一㏄lIulose　chromatography，　C：the　frac・
　　tion　after　Sephadex　G－75　gel　filtration，　D：the
　　fraction　after　QAE　Sephadex　A－50　chromatogra－
　　phy（purified　testicular　ligandin），　E：liver
　　ligandin，　Ya：subunit　Ya（M．　W．22，000），
　　Yb：subunit　Yb（M．　W．25，000）．
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た．
　3・1・2　ラット精巣1iga皿dinの精製（Fig．3）
　精巣1igandinの精製は肝1igandin精製法に準じて実
施した．Fig．3DはQAE　Sephadex　A－50　chrom－
atography後の最終精製物を示すが肝ligandinに比し
て分子量25，000のsubunit　Ybの割合がgel　scanner
による定量で95％以上と多く分布しており，一方
subunit　Yaは5％以下或いは痕跡程度であった．
3・22次元電気泳動法によるligndin　sub皿nitの分析
　Fig．4Aに肝ligandinを1次元，2次元ともにSDS
－PAGEを用い分析した結果を示したが，両次元のSDS
－PAGEとも2本のband（sub㎜it　Ya，　Yb）として泳
動され，subunit間の易動度は両次元で変らなかった．
また，第2次元電気泳動にてもsubunit　Ya，　Ybの割
合に変化なく，一方のsubunitから他方のsubunitへの
転換などの現象も認めなかった．これは第1次元に
acidic　urea　gelを用いた分析でも同様であった．
　Fig．4Bは第1次元にゲル等電点分画法，第2次元で
SDS－PAGEを用いた分析所見である．第1次元の9el
でpH　8．8のbandが観察され，これをSDS－PAGEで
分析すると2本の等量に存在するband（M．W．22，000，
25，000）として泳動された．
3・3　Preparative　DSD－PAGEによるsubunitの抽
　　出
　肝ligandin精製の項で述べた如く，2－mercaptoe－
thanolで還元した肝IigandinはSDS－PAGE上2本の
bandを示すことから，同条件下の電気泳動法による
preparative　SDS－PAGEによるsubunit　Ya，　Ybの
抽出を行った．Fig．5はその所見であり，　SDS－PAGE
上抽出されたsubunitはそれぞれ分子量22，000および
25，000と一致する易動度を示し，subunit相互間の混
入はみられなかった．
3・4精製subunit　Ya，　Ybの分析
　3・4・1アミノ酸分析
　Table　1はラット肝ligandinおよびpreparative
SDS－PAGE法で肝ligandinより分離精製したsubunit
Ya，　Ybのアミノ酸分析の結果である．アミノ酸基1000
個まで数えた各アミノ二二を示している．これによる
とラット肝ligandin，　subunit　Ya，　Ybともに17種のア
ミノ酸で構成され，3者とも非常に近似したアミノ酸組
成をもっていた．しかし，cysteineに関してsubunit
Yaは痕跡程度にしか検出されず，肝Iigandinに存在す
るcysteineのほとんどがsubunit　Ybに分布していた。
　3・4・2　抗原性の分析
　ラット肝ligandin，　SDS－PAGE精製subunit　Ya，
Ybにつき抗うット肝ligandin抗体を用い，　Ouchter－
lony法，免疫電気泳動法により検討を行った．　Fig．6A
にその結果を示したが，Ouchterlony法において中心の
wellに抗うット・ligandin抗体，周囲にsubunit　Yaお
よびYbを配した場合，　subunit　Ya，　Ybはともに沈降
線を形成し，肝ligndinとも交叉反応を示した．　Fig．6
や．：や騨脚糊繊．囎
　　　　　遺残
燕
　　　　　9
　　　，〆…
　　　　．；
齢・．・継聯
一．
拳
纏三階1誌騨
翻離．
拳
Fig．4　Two　dimensional　gel　electrophoretlc　pattern
of　liver　ligandin．
A：SDS－PAGE　were　used　for　the　first　and　the
second　gel　el㏄trophoresis．
B：GeI　electric　focusing　was　used　for　the丘rst
　dimension　and　SDS－PAGE　was　used　for　the
　second　dimenso　inal　electrQphQresis．　Arrows
　　show　the　dir㏄tions　of　electrophoresls．
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Fig．5　SDS－PAGE　of　the　purified　subunits　of　ligan－
　　　　din．
　　TL：Liver　Iigandin．
　　Ya：Subunit　Ya．
　　Yb：Submit　Yb．
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Am．ino　acid Ligandin Residues／1000
Subunit　Ya
Subunit　Yb
Aspart．ate
ThreQ．nine
Serine
Glutamate
Proline
Glycine
Alanine
Half－cystine
Valine
Methionine
Isoleucine
Leucine
Tyrosine
Phenylalanine
Lysine
Histidine
Arginine
76
25
31
103
47
45
61
　9
35
32
36
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18
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80
13
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50
＿2
　　72
Trace
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　　40
103
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　　40
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　　ユ2
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αValues　for　glycine　are　not　reported　because　of　possible　contamination　from
　bound　glycine　bu丘er　us．ed　for　the　pre．paration　of　submits．
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Fig．6　Duoble　immuno（hffusion（A）and　immunoelectrophoretic（B）analy．sis　of　purmed
　　　　　　subunits　of　liver　ligandin．
　　　Ya　and　Yb　were　subunits　puri丘ed　by　preparative　SDS－PAGE．　L　was　liver　ligandin．
　　　The　center　well　of　A　and　trough　of　B　con．tained　anti－ligandin　Ig　G　to　liver　ligan・
　　　din．
Bはこれら蛋白の免疫電気泳動所見である．まず，肝
ligandin，　subunit　Ya，　Ybを電気泳動し，その後，抗
うット肝ligandin抗体と反応させた．　Subunit　Ya，
Ybはそれぞれ抗うット肝Iigandin抗体と単一のbaw
を形成し，monosPeci且。に反応した．但し，　Prepar－
ative　SDS－PAGE法で抽出したsubunit　YaとYbは
SDSを含有するため肝ligandinと異な：る易動度を示し，
より陽極側に沈降．線を形成した．
　　以上より，subunit　Ya，　Ybともに肝ligandinと同
じ抗原性を有していた．
3・5　長期保存による肝hgandinの影響
　（1）SDS－PAGE所見；肝1igandin．はFig　2にみら
れる如く，精製中および直後では等量に存在する2本
のband（subunit　Ya，　Yb）により構成されている。し
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かし，一20℃における3ヵ月以上の．長期保存，或いは
凍結，融解操作をくり返した肝ligandinではsubunit
Ybの割合に変化を生じ，相．対的にsubunit．Yaの割合
が増加することが観察された（Fig．7）．
　（2）Thiol－Sepharose　af五nity　columnによる検
討；長期保存した肝ligandinをThiol－Sepharose　4　B
columnにapPlyし，　GSH　S－T’ase活性により追跡す
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SDS－PAGE　of　fresh　and　stored　ligandin．
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Fig．8　Chromatography　of　freshly　prepar．ed　and
　　　　　　stored　preparations　of　ligandin　on　Thiol
　　　　　　－Sepharose　col㎜n．
　　　Freshly　prepared　ligandin　（○一一一〇）　and　stored
　　　preparations　of　Iigandin（●　　　●）were　passed
　　　through　Thiol－Sepharose　columns　in　O．01　M
　　　sodium　phosphate　buffer，　pH　7．4．　Each　fraction
　　　was　assayed　for　ligandin　by　measurement　of
　　　glutathione　transferase　activity．　After　201－mlf－
　　　ractions，20　mM　cysteine　was　added　to　the
　　　elution　buf虻er．　The　poolde　fractions　of　each
　　　peak　were　dialysed　and　concentrated　and　anal－
　　　yzed　by　SDS－PAGE．　Gel　electrophoretic　pat－
　　　terns　for　each　one　shown　above　the　peaks．
るとFig．8に示すようにvoid　volumeに第1のpeak
が出現し，さらに20mM　cysteineを含む0．01　M
sodium　phosphfte　buffer，　pH　7．4で第2のpeakが
溶出された．Fig．8はこれら．各peakをSDS－PAGEに
て泳動した所見であり，void　volumeに溶出される
peakはsubunit　Yaと同じ易動度を示し，同column
に吸着し，20mM　cysyeine．で溶出されるpeakは
subunit　YaとYbで構成されていた．
　（3）QAE　Sephdex　A－50　columnによる．検討；精
製直後の肝ligandinと数ヵ月間一2．0℃．に保存したが，
その間に数回凍結，融解をくり返した肝ligandinを用
い，試料およびQAE　Sephadex　A－50　column　O．01
MTrisHCl　buffer，　pH　9．Rこ調整し，いずれも同
bufFerで溶出した．　Fig．9に示す如く，波長280　nm．に
おける吸光度測定では新しいligandin，保存1igandin
ともに同様の溶出patternを示したが，これら分画の
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Fig．　g　QAE　Sephadex　A－50　gel　chromatography　of
　　 　　　freshly　prepared　and　stored　preparation　of
　　　　　　ligandin．
　　　Freshly　prepared　ligandin　（o．一一一〇）and　stored
　 　ligandin（●　　●）preparations　were　d．ialysed
　　　against　O．01 M　TrisHCI　buffer，　pH　9．1，　and　ap－
　　 plied　on　a　QAE　Sephadex　A－50　column　epuili－
　　　brated　wi 　the　same　buffer．　The　indicated
　　　fractions　were　analyzed　by　discontinuous　SDS
　　　－PAGE．　Schematic　gel　electrophoretic　patterns
　　　of　Fra tions　23　and　370f　each　elution　pattern
　　　are　shown　in　the　inset．
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SDS－PAGEによる分析で精製直後のligandinではいず
れの分画も等量に存在する2っのbandが観察されるの
に対し，保存1igandinでは蛋白溶出直後の分画に
subunit　Yaが溶出され，以後subunit　YaYbの溶出
がみられ，等量のsubunit　Ya，　Ybで構成される
patternを示した．
　（4）Gel等電点分画法とSDS－PAGE法を組み合わ
せた2次元電気泳動法による検討；Subunit　Yaの割合
が多い長期保存したligandinは精製直後の肝ligandin
のgel等電点分画法とSDS－PAGEによる2次元電気
泳動法の所見とは異なり，等電点分画gel上では
pH　8．8とpH　9．1に2本のbandとして泳動され，2次
元としてSDS－PAGEを行うとpH　8．8のbandは2本
の等量に存在するsubunitYa，　Ybとして，　pH　g．1の
bandはsubunit　Yaの部分に泳動され，余剰部分の
subunit　Yaがややbasicに存在していた．
3・6肝1igandin，　subunit　dimerと有機陰イオン結合
　　能および酵素活性の関係について
　3・6・1Bilimbinとの結合能の検討
　Fig．10にligandin－bilirubin複合体の円偏光2色性
による検討の結果を示した．subunit　Ya，　Ybからなる
heterodimericな肝ligandinはbilirubinとの結合モル
比が1：1の場合，波長415nmと515　nmにpositive
extrema，465　nmにnegative　extremaをもつ特徴的
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Fig．10　Circular　dichroism　spectra　of　bilirubin
　　　　complexes　with　ligandin，　subunits　Ya　and
　　　　Yb．
　　Ya：Ya　homodimer　obtained　from　Thiol－Sephr－
　　　　ose　afHnity　colurnn．
　　Yb：Yb　homodimer　obtained　from　testicular
　　　　ligandin．
なspectrumを示した．一方bilirubinと蛋白の比を
2：1にしたbilirubin過剰状態で同様の分析を行うと
heterodimericな肝1igandinは波長415　nmにposi－
tve，465　nmにnegative　extremaをもつ特異的な結合
　　　　コ　　　　ロ　　　　コ　　　　　能を示すいわゆるhigh　a伍nity　binding（高親和性結
合）のpatternと465　nmにnegative，515nmに
positiveをもつ非特異的な結合を示すlow　a伍nity
binding（低親和性結合）のpatternを示した．しかし，
Thiol－Sepharose　columnによるsubunit　Yaの
monomeric　dimerとbilirubinの結合体では波長415
nm　positive，465　nmでnegativeのhigh　a伍nity
bindingのpatternのみ観察された．一方，精巣ligan－
din精製によって得たsubunit　Ybのmonomeric
dimerとbilirubinの複合体は波長465　nmにnega－
tive，515　nmにpositiveを示すlow　a伍nity　binding
のpatternを示し，　high　a伍nityの結合はみられなかっ
た。従ってsubunit　Yaにbilirubinとの特異的結合が
認められた．
　3・6・21・igandinおよびsubunit　dimerとBSPの
　　　　結合能の検討
　種々の濃度の35S－BSPと一定量の肝ligandinを混合
し，紫外線下でphotolinkageした後，　SDS－PAGEを
行い，Fig．11に示した．
　この方法はBSPと蛋白の結合が共有結合である場合
のみ両者共に泳動されるのに対し，非共有結合ではSDS
の処理によりBSPは蛋白と分離することを利用するも
のである．
　その結果肝IigandinをBSPのモル比が肝ligandin：
BSP＝10：1以下では35S－BSPの放射活性はsubunit
Yaに一致して観察された．
　3・6・3　hgandinおよびsubunit　dimerと酵素活性
　　　　の検討
　精製されたsubunit　Ya，　YbのGSH　S－T’ase活性
の検討を還元型GSH，　CDNBを基質として行った．
　Preparative　SDS－PAGEによるsubunitはいずれも
SDSを含みmonomerの型で存在するため酵素活性の
検討には適さず，Thio1－Sepharose　columnによって
得たsubunit　Yaのdimer，精巣ligandin精製によっ
て得たsubunit　Ybのdimerを使用した．その結果，肝
ligandinが10－11μmoles／min／mg　proteinであるの
に対し，subunit　Ya，　Yb，　monomeric　dimerはそれ
ぞれ10－11，8－10μmoles／min／mg　Proteinであり，
肝ligandin，　subunit　Ya　dimer，　subunit　Yb　dilner
とも同程度のGSH　S－T’ase活性を有していた．
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Fig．11　Fluorograph　of　SDS－PAGE　gel　of　UV　irradiated　mixture　of　35　S－BSP　and　liver
　　　　ligandin．
　　One　nanomole　of　ligandin　was　mixed　with　varying　nanomolar　amounts　of　BSP（a＝
　　0．001，b＝0．01，　c＝0．05，　d＝0ユ，　e＝0．5）irradiated　with　short　wave　UV　light　and
　　mixtures　subjected　to　SDS－PAGE．　After　staining，　gel　was　dried　and日uorograghy
　　were　perfomled．　A　is　the　photograghed　SDS－PAGE畠gel　and　B　is　the　fiuorogragh　of
　　the　same　ge1．
4考 察
　現在ligandinとして知られる細胞内蛋白は1960年代
後半に世界の3つのgroupの研究者達により別個に発
見された．英国のKetterer　et　al．9）はdimethy1－4，
4－diaminoazobenzene（DAB）を大量に投与したラッ
トの肝可溶性分画中よりDABの代謝物と蛋白が共有結
合する3つの黄色のcomponentを認め発癌物質結合蛋
白をazodye　carcinogen　binding　Proteinと呼称した
19）30｝米国のLitwack　et　aPo）はラットに3H－cortisol
を投与後，その肝可溶性上清を分画し，3H一放射活性
のある2つのmajor　peakを認め低分量のpeakの分析
より蛋白に結合しているcortisolがmetaboliteの型を
とっていることから，cortisol　metabqlite　binding
proteinと命名し，　cortisol活性発現輸送に関する蛋
白の役割を発表した§1）32）一方，米国のArias，　Levi　et
al．6）33）34）35）は種々の有機陰イオンが血中よ・り肝へ選択的『．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　に輸送される機序につき研究を行っていた．Biiirubin，
種々の色素類，胆嚢造影剤，薬物，化学物質およびそ
の代謝産物などの有機陰イオンは血中において大部分
albuminと結合しているが肝臓では速やかに肝細胞膜
を通過する．彼らはそれらのうち14Cで標識した
bilirubin投与ラット肝上清を分析したところ3本の蛋
白すなわち放射活性結合分画を観察し，それぞれをX，
YおよびZと命名し分析を行なった．その中で14C
－bilirubinをはじめとする有機陰イオンはin　vivo，　in
vitroにおいて選択的にY分画に結合し，　Z分画にはY
分画が飽和されてからはじめて結合が起ってくること
を見いだした§6）有機陰イオンの結合はこのY分画だけ
で肝全体の80％を占めており，彼らはこれをY一蛋白と
呼び，肝における有機陰イオンの選択的摂取に重要な
役割を演じていることを報告した§1｝！971年，これら3
つのgroupの研究者達はそれぞれ研究をもち寄り，構
造，免疫学的および有機陰イオン結合能において，
azodye　carcinogen　binding　Protein，　cortisol
metabolite　binding　ProteinおよびY一蛋白は同一であ
ることを発表し，この蛋白が実に多くのligandと結合
するという意味でligandinと命名されたのである｝Dそ
のligandとしてはbilirubin，　BSP，　rose　bengal，　ICG
の他に多還性芳香性水酸化炭素，steroid，　gastrin，
甲状腺ホルモン，血色素とその誘導体，多くの薬剤と
その代謝物，さらに脂肪酸などの多岐にっており17）結
合はそれらもつ疎水性を中心とした非共有結合による
とされている．ところで，肝，腎，小腸，肺，心，赤
血球にはglutathione抱合に関与するGSH　S－T’ase
活性が存在することが知られておりテ8）39）親電子性の種々
の化合物とGSHを抱合し，肝毒性物質や発癌物質40）を
不活性化，極性化して細胞外へ排泄しやすくする役割
を担っている．1974年Habig　et　al．8〕はY一蛋白に
GSH　S－T’ase活性があることを報告し，後にJakoby
et　al．L2）により，彼らの分類するGSH　S～T’ase　Bに一
致することも報告され1｝1igandinの機能に関し新しい
領域を広げた．このようにligandinは有機陰イオン結
合能とGSH　S－T’ase活性の両機能を有する複雑な性
格をもった肝可溶性蛋白なのである．従って著者はこ
れに対し蛋白構造の上で如何なる両者の機能分担があ
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るのかについて研究を実施した．
　（1）Ligandinの精製法について
　構造研究のためには純度の高いligandinが必要とさ
れる．Ligandinは主に肝より精製され，その方法とし
て①イオン交換体とゲル濾過法を組み合わせた方法1）②
イオン交換体と等電点分画法を組み合わせた方濁1）③
Sepharose　4　BにBSP－GSHを固相化した28｝a缶nity
chromatographyを用いた方法が報告されている，2）43）44）
本研究ではTEAE－celluloseイオン交換体，　Sephadex
G－75によるゲル濾過とさらにQAE　Sephadex　A－50に
よるchromatographを組み合わせたKirsh　et　al．の方
法により抽出を行った．
　最：終stepであるQAE　Sephadex　A－50　columnを
通過した分画はSDS－PAGE上完全にpureなligandin
が抽出精製され（Fig　2），回収率は約7％であった．
　本法においても105，000Xg肝可溶性分画上清を
TEAE－celluloseにapplyする際，或いは各過程での濃
縮，透析操作により大量の蛋白変性，沈澱が起こり，
収量が低下すると考えられ，この点に関する技術的な
検討がなお必要と思われる．
　（2）Ligandinのsubunit構造について
　①異なった2っのsubunitの電気泳動的分析につい
て；従来，1igandinの構造に関してはphosphate
buffer　system45）を用いたSDS－PAGEが多く用いられ，
それによるとIigandinは1本のbandに泳動され1種
類のsubunitで構成されていると考えられていた．しか
し，1976年Listowsky　et　al．15｝によりdiscontinuous
Tris－glycine　bufFer　system17）を用いたSDS－PAGE
が導入され，その結果ligandinが2つの分子量の異な
るsubunitにより構成されていることが報告された｝6｝し
かし，これら異なったsubunitの存在に対し，電気泳動
法の違いによるartifactである可能性，或いは単一の
subunitが非特異的酵素の混入によりおこすagingによ
る変化の可能性など否定的見解も論議されてきた．本
研究においては肝ligandin精製過程および最終産物を
同様のSDS－PAGEで追跡したが，やはり2本の分子量
の異るbandとして観察され，各subunit間の比はいず
れの精製過程でも1：1であり，最終精製物のSDS
－PAGE　gelをCoomassie　brilliant　blueで染色後，
gel　scannerで定量してみるとsubunit　Yb
（MW．25，000）は49％，　subunit　Ya（M．W．22，000）
51％であり，ほぼ等量に存在していた（Fig．2）．この
ことは第1次元法でacid　urea　ge1法やgel等電点分
画法を行い，第2次元の分析としてTris－glycine
discontinuous　buffer　systemのSDS－PAGEを行っ
た実験においてもSDS－PAGE上等量に存在する2本の
bandとして泳動され，電気泳動のartifactの結果では
なく，やはりligandinは2つの異なったsubunitから
構成されることを確認した．Arias　et　al．16）46｝は還元ア
ルキル化，サクシニル化による蛋白の修飾を行っても
同buffer　systemによるSDS－PAGE所見が変らぬこ
と，COOH末端分析で1モルのarginineと1モルの
phenylalanineが1モル当りのligandinより分離してく
ること，trypsinで処理したIigandinのpeptide　map
でlysine含量の異なる2つのpeptide　chainがみられ
ること，CNBrによるligandinのfragmentationで
methionine数を基として計算すると予想された数より
多く観察されるなどの事実を報告し，著者の実験が支
持された．
　②抽出subunit　Ya，　Ybのアミノ酸分析および免疫
学的検討について；これまでに肝ligandinに2個の異っ
たsubunitの存在の報告は多く認められる．しかし，
個々のsubunitを単離した報告は著者の抄し得た範囲で
は接しない．今回著者が実施したpreparative　SDS
－PAGEにより抽出されたsubunitはFig．6に示す如く
再SDS～PAGEにおいてそれぞれ別個のbandとして泳
動され，subunit相互間の混入はみられず，この方法で
完全に両subunitの抽出が可能であった．
　肝ligandinのアミノ酸分析ではglutamate，
leucine，　lysineをはじめとする17種のアミノ酸で構成
されcysteineを含んでいた．一方，　preparative　SDS
－PAGE法によって得たsubunit　Ya，　Ybでは
cysteineが主にsubunit　Ybに含まれている他は両
subunitとも肝ligandinに非常に近似したアミノ酸構成
を示した．またOuchterlony法，免疫電気泳動におい
て抽出したsublmit　Ya，　Ybともに抗肝ligandin抗体
に対し沈降線を形成し，免疫学的にも肝1igandinと共
通抗原性を有しており，この理由の一端として近似す
るアミノ酸組成の反映が考えられる．尚，免疫電気泳
動 行った場合，抽出subunit　Ya，　Ybは肝ligandin
とは異なった易動度に泳動されたが，SDSが完全に除
去されていない為，subunitがnegativeにchargeされ
ているためと考えられた．
　（3）S bunit構造と機i能の関連について
　現在まで1igandinの構造についての研究は米国の
Arias 5｝Bhargava　et　a1．16）によって進められて来たが，
subunitの存在とligandinに内在する多種の機能に関す
る相互の関係についての報告はみられていない．本研
究ではこれら2っのsubunitにつきligandinのもつ有
機i陰イオン結合能とGSH　S－T’ase上に関し，また各
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subunit間の相互作用につき検討を加えた．
　SDS－PAGEにより抽出したsubunit　Ya，　Ybはとも
にSDSが結合しており，酵素活性，結合能の解析には
使用できない．そこで著者はdetergentを使用せずに
各々のhomodimer　subunitの抽出を検討した。その結
果QAE　Sephadex　A－50　column，　Thio1－Sepharose
a伍nity　columnの使用によりsubunit　Yaを抽出する
ことが可能であった．その詳細は等．量のsubunit　Ya，
Ybで構成されるligandinをQAE　Sephadex　A－50
colu㎜でchromatographyするとsubunit　Ya，　Yb
が一緒に溶出されるのに対し，subunit　Ya過剰の1iga－
ndinの場合，　subunit　Yaが早期の分画に単独に溶出
され，その後subunit　Ya，　Ybが等量の割合で溶出さ
れた．QAe　Sephadex　A－50が陰イオン交換体である
ことから，subunit　Yaのhomodimerはsubunit　Ya，
Ybのheterodimerよりややbasicであるためと考えら
れた．
　一方Thiol－Sepharoseは蛋白のcysteineに対し
a伍inityを示すこと，　subunitのアミノ酸分析の結果か
らsubunit　Ybのcysteineの残基がThiol－Sepharose
columnへ吸着すると推定された．そこでsubunit　Ya
過剰IigandinのThio1－Sepharose　a伍nity　chromato
－graphyを実施した場合，　subunit　Yaのhomodimer
がco1㎜nに吸着されずに通過し，　subunit　Ya，　Ybの
heterodimerがsubunit　Yb中のcysteineを介し結合
し，これが20mM　cysteineによって溶出される事実を
認めた．しかし，抽出した両subunitを用いたligandin
分子の再構成の実験は今回実施しなかったためsubunit
Ya，　Ybのheterodimerの他にsubunit　Ya，　Yaと
subusit　Yb，　Ybのhomodimerが種々のsubunitの混
合比で生ずるか否かは現在のところ明白ではない．
　GSH　S－T’ase活性はThiol－Sepharoseにより溶出
されたsubunit　Yaのhomodimerの場合肝1igandin
（heterodimer）と同程度のGSH　S－T’ase活性を有し
ていた．
　一方nativeなYb　homodimerを実験的に得ること
は困難であり，そこで精巣ligandinをsubunit　Ybと
して使用した．
　cysteineを含むsubunit　Ybを主体として構成される
精巣ligandinのGSH　S－T’ase活性は肝ligandin
（heterodimer）と同程度（8－10μmoles／min／mg
protein）であり，これらの事実を総合するとsubunit　Ya
もYbも同程度のGSH　S－T’ase活性を有していると考
えられる．GSH　S－T’ase活性がsubunit　Ya，　Ybと
同程度であったのに対し，ligandinの有機陰イオンに
対する高親和性（特異的）結合はsubunit構成により大
きく異なっていた．
　すなわち35S－BSPをUV光線で活性化してligandin
に共有結合させ，SDS－PAGEを行ってみるとFig．11
の如くBSPの結合はsubunit　Yaにみられ過剰のBSP
を加えてゆくとはじめてsubunit　Ybにも結合してゆ
くpatternがみられたことより，肝細胞内で起る色素代
謝の際の非共有結合もsubunit　Yaに主に起こるであろ
うことが判明した．Circular　dichroismを用いた
il rubinとの結合能の検討ではsubunit　Yaが肝
ligandin（heterodimer）の結合と同様の特異的，非特
異的な結合を示すのに対し，subunit　Ybは特異的な結
合を示さず，bilirubin過剰状態で非特異的な結合の
patternのみを示した（Fig．10）．また，この結果より
liga dinの特異的な結合の数を計算すると1モル当り
のheterpdimeric肝1igandinには1個口bilirubin結
合部位が存在しており，subunit　Yaのhomodimerで
は2個の結合部位が存在すると推定される．
　さてラット肝ligandinがheterod孟merとして存在す
る理由として幾つかの推論がもたれている．たとえば
γ一glutamyl　transpeptidase47）にみられる如く，隣接す
るsubunit間にもう一方のsubunitを蛋白分解し，分子
量の異なったsubunitを形成するのか，或いは他の酵素
作用でsubunit　YbがYaに転換するという考え方もあ
るが，先に述べた如く各精製過程でsubunit間の割合に
変化がなく，肝上清を37℃でincubateした場合にも
1iga din全体量が非特異的な酵：素分解を受け減少して
もsubunit　Ya，　Ybの比に変化はなく，また主に
subunit bからなる精巣ligndinを肝上清と混合し，
inc ateしてもsubunit　Yaの増加がみられぬこと，肝
Iigandinの長期保存でsubunit　Ybの減少はみられる
が，一：方でsubunit　Yaの絶対量増加の事実がないこと
などによりこの考え方は否定的である．一方，長期保
存においてsubunit　Ybの減少がみられる理由としてア
ミノ酸分析で述べた如くcysteineがsubunit　Ybに多
いことから，cysteine残：量によるdisulfite　bridgeが非
特異的に蛋白をaggregteさせ変性させることより，
ligandinが還元剤のないところで長期保存された場合，
subunit　Ybがその割合において減少していくことが推
測される．その理由として10％glycerol，10　mM還元
型GSH，1 M　EDTAを含む0，01　M　sodium
phosphate　buffer，　PH　7．4中で一80℃で肝ligandin
を保存した場合SDS－PAGE上subunitの変化がみられ
ないことが挙げられよう．しかし，現在までのところ
これら2っのsubunitが上記推論を満たす如く1個の
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geneより産出されるものか，或いは異なった2個の
geneにより産出されるものか不明である．この確実な
証明には純粋なmRNAを抽出し，それを用いたcell
free　syste血48）による1igandin産生の成果を待たねぽな
らない．
5　結 語
　肝・腎，小腸，卵巣，精巣の可溶性分画に存在し，
有機陰イオン結合能とGSH　S－T’ase活性を有する
ligandinにっき，その構造と機能に関し検討した．
　（1）　T．ris－glycine　discontinuous　buffer　systemに
よるSDS－PAGEを用いた肝ligandinは等量に存在す
る分子量の異なった2っのsubunitにより構成されてい
た．このheterodimericな構造は2次元電気泳動法に
よっても確認した．
　（2）Preparative　SDS－PAGE法によりsubunit
Ya，　Ybの抽出が可能であった．その免疫学的検討では
Ya，　Ybとも肝1igandinと共通抗原性を有しており，
アミノ酸分析でもYbにcysteineが含まれている他は
Ya，　Ybとも肝1igandinに近似し．たアミノ酸組成を有
していた．
　（3）長期保存した1igandinで：はYbの割合に減少が
みら．れ，これを利用して行ったQAE　Sephadex　A－50，
Thio1－Sepharo．se　columnにより，　Ya　homodimer精
製が可能であった．
　（4）有機陰イオン結合能をbilirubin．と35S－BSPを用
いて検討したが，結合はYaに特異的におこった．
　（5）GSH　S－Tase活性はYa　homodimer，　Yb
homodimerともほぼ同程度で8－10μmoles／min／mg
proteinであった．
　肝．の薬物代謝，解毒機構にこのliganidnが重要な役
割を演ずる背景にこのような特殊な蛋白であることは
非常に興味深いと思われる．
　稿を終えるに臨み，御指導・御校閲下さった本学内
科学第4講座漆崎一朗教授，石谷邦彦講師，Albert
Einstein医科大学内科学Irwin　M．　Arias教授に深謝
致します．
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